
前 言

氧化石墨烯（Graphene Oxide, GO）是石墨烯的

主要衍生物，为二维的碳纳米材料［1-2］。由于其连有

羟基、羰基、羧基等亲水性官能团，故在生物环境中

的分散性能较好，这样可以解决单独给药时药物极

易团聚的缺点［3-4］。这些官能团还可以通过共价键连

接一些功能分子，如荧光染料小分子FITC等［5］。此

外，GO表面含有丰富的 π-π共轭结构，可以通过 π-π

堆积力吸附芳香烃类小分子［6］。张龙姣等［7-8］利用GO

去装载常用的抗癌药物阿霉素，得到阿霉素的纳米

药物，并作用于肿瘤细胞，取得很好的肿瘤治疗效

果。另外，其缓释性及高载药量等特性使得药效显

著提高，减小了高浓度药物对机体的不良反应［9-10］。

白藜芦醇（Resveratrol, RV）是多酚类化合物，主

要来源于葡萄、虎杖、花生、桑椹等植物［11-12］。它是一

种生物性很强的天然多酚类脂溶性药物，是肿瘤的

化学预防剂，也是对降低血小板聚集，预防和治疗动

脉粥样硬化、心脑血管疾病的化学预防剂［13］。近年

来，RV实验研究已经证实其对心血管疾病和癌症有

很好的治疗效果［14］。
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【摘 要】目的：制备装载白藜芦醇（Resveratrol, RV）的氧化石墨烯（Graphene Oxide, GO）纳米颗粒并用于人肺腺癌细胞的

体内外治疗研究。方法：紫外分光光度计检测GO装载RV前后的紫外吸收光谱；原子力显微镜和纳米粒度分析仪检测纳

米颗粒的表面形态和粒径大小；细胞活性检测试剂盒CCK-8检测纳米颗粒对A549细胞活性的影响；最后构建小鼠肿瘤

模型，并研究纳米药物对肿瘤的治疗效果。 结果：制备GO装载的RV颗粒（NGO-RV）为片层纳米结构，平均粒径大小为

98 nm。在pH为5.0时，RV的释放量达到最大。NGO-RV对A549、NCI-H358细胞的抑制作用具有浓度和时间依赖性，明

显比单独的RV细胞抑制作用大。在体治疗实验发现，NGO-RV具有显著的A549肿瘤抑制作用。结论：本实验成功制备

的NGO-RV药物，在体内外的肿瘤治疗中发挥显著效果。

【关键词】氧化石墨烯；白藜芦醇；人肺腺癌；A549；NCI-H358细胞；肿瘤治疗

【中图分类号】R318.08；R979.1 【文献标志码】A 【文章编号】1005-202X（2017）06-0644-05

Preparation of graphene oxide loaded with resveratrol for in vitro and in vivo therapy of several

human lung adenocarcinoma cells
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Department of Traditional Chinese Medicine, Chongqing Institute of Cancer Research, Chongqing 400030, China

Abstract: Objective To prepare the graphene oxide (GO) loaded with resveratrol (RV), namely nanoparticle GO-RV (NGO-

RV), for in vitro and in vivo therapy of human lung adenocarcinoma cells. Methods UV-VIS spectrophotometer was used to

test the absorbance spectra of GO before and after being loaded with RV. Atomic force microscopy and Naosizer were used

to detect the morphology and diameter of the prepared NGO-RV. The effects of NGO-RV on the A549 cell viability were

tested with the cell counting kit-8. Finally, we established the mouse tumor model for evaluating the therapeutic effect of

prepared NGO-RV for tumor in vivo. Results The prepared NGO-RV contained nanostructure (lamellar) and about 98 nm in

average diameter, and the RV release amount reached maximum when the pH value was 5.0. Compared with RV, NGO-RV

showed a significantly larger inhibition on the cell viability of A549 and NCI- H358 cells, with concentration and time

dependence. In the in vivo experiment, NGO-RV exhibited obvious A549 tumor suppression. Conclusion We successfully

prepare NGO-RV which is significant for in vitro and in vivo therapy of tumor.
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本研究中，我们制备了纳米级别的 GO，并通过

π-π堆积作用力吸附抗癌药物RV，得到RV纳米药物，

从而提高RV的水溶性并具备缓释作用。制备的纳

米药物用于小鼠肺腺癌体内体外治疗。

1 方 法

1.1 实验材料

GO片（货号：55147007）购买于上海甄准生物科

技有限公司；RV 粉末（HPLC 98%）购买于西安冠宇

生物技术有限公司；CCK-8 细胞活性检测试剂盒

（Dojindo Laboratories）购买于东仁化学科技（上海）

有限公司；DMEM细胞培养液（Invitrogen）购买于上

海康稳生物科技有限公司。

1.2 实验仪器

紫外分光光度计（THERMO, USA）购买于上海

辅泽商贸有限公司；原子力显微镜（FM-Nanoview

6600AFM）购买于苏州飞时曼精密仪器有限公司；纳

米粒度分析仪（N5）购买于美国贝克曼库尔特公司。

1.3 GO装载的RV颗粒（NGO-RV）的制备与表征

取一定量的GO分散在水中，在800 W的超声功

率下超声 30 min，使GO片层剥落，获得棕色的分散

液，离心去除沉淀物即得到GO分散液。取 5 mL的

GO分散液，然后加入 500 μL RV的二甲基亚砜溶液

（5 mg/mL）避光搅拌 24 h，离心，取一定体积上层清

液，紫外分光光度计测定其吸光度，利用事先绘制的

药物浓度C吸光度标准曲线，算出离心上清液中药物

的浓度，离心后的下层物质在真空干燥箱中 30 ℃下

干燥，按（W 总-W 上满）/W 总计算GO的RV载药率。将

制备得到的NGO-RV置于不同pH值（5.0、7.4、9.0）的

溶液中，每隔一段时间计算其释放出来的RV量。原

子力显微镜和纳米粒度分析仪检测NGO-RV的表面

形貌和粒径分布。

1.4 细胞培养与活性检测

人肺腺癌A549、NCI-H358细胞购买于中国科学

院上海细胞库，培养于含 10%胎牛血清的DMEM培

养液中，并放置于37 ℃、5%CO2恒温恒湿的培养箱中

培养。取对数生长期的贴壁细胞，用消化液将细胞

消化成细胞悬浮液，接种到 96孔板中培养 24 h。细

胞浓度为105个细胞/mL。然后加入不同浓度的纳米

颗粒，继续培养 24 h，去除旧培养液，再加入 10%

CCK-8试剂工作液继续放入培养箱中培养20 min，取

出放到酶标仪中检测细胞的吸光值（OD 450 nm），

OD 450 nm值与细胞活性成正比。

1.5 动物肿瘤模型

6~8周的 balb/c小裸鼠 24只，先放饲养间喂养 1

周，然后在小鼠的后背皮下注射100 μL A549细胞悬

浮液（106个细胞/mL），消毒处理后继续喂养 7~10 d。

观察肿瘤体积大小，并用游标卡尺测量肿瘤体积。

肿瘤体积计算公式为V=长×宽×宽÷2。

1.6 肿瘤治疗

肿瘤体积达到 100 mm3时，将 A549 瘤小鼠随机

平均分为 4组，分别为空白对照组、纳米氧化石墨烯

（NGO）治疗组、RV治疗组、NGO-RV治疗组，每组 6

只小鼠。治疗期间每隔 3 d测量一次小鼠的体质量

和肿瘤体积，30 d治疗期结束后将小鼠处死，取出主

要脏器（心肝脾肺肾），做HE病理切片染色，观察组

织结构变化。

1.7 统计学方法

采用 SPSS 13.0 统计软件分析，数据用均数±标

准差表示，各组间均数比较采用单因素方差分析；组

内两两比较采用独立样本 t检验分析。P<0.05表示

具有统计学差异，P<0.01表示具有显著统计学差异。

2 结 果

2.1 NGO-RV的表征

如图1a所示，RV在波长306 nm处有一个特征吸

收峰，而NGO仅在波长230 nm处有一个平缓的吸收

峰。NGO连接上RV后，NGO在波长 306 nm处出现

一个很强的特征吸收峰，说明 RV 成功连接到 NGO

上。图 1b为NGO-RV的原子力显微镜图，图片显示

NGO-RV为纳米片层结构。如图 1c所示，纳米粒度

仪检测到NGO-RV的粒径分布在30~160 nm，平均粒

径为98 nm。

2.2 RV的装载与释放

根据紫外吸收光谱检测结果以及朗伯比尔定律计

算得出RV的装载率为89.0%±3.6%。如图1d所示，RV

在pH为5.0的溶液中释放速率最大，最高达52.3%±2.8%，

而在pH为7.4和9.0的溶液中释放速率较低。

2.3 NGO-RV对细胞活性的影响

如图2a和图2b所示，0~150 μg/mL的NGO对A549、

NCI-H358细胞的活性几乎没有影响，说明NGO对细胞

的毒性很低。如图2c和图2d所示，NGO-RV引起A549、

NCI-H358细胞活性显著降低，比单独的RV的A549、NCI-

H358细胞活性抑制效果好。

2.4 NGO-RV在体肿瘤治疗

对于在体治疗试验，我们构建了A549细胞荷瘤

鼠模型。如图 3a所示，NGO-RV可以显著抑制肿瘤

体积的增长，而单独的RV和NGO治疗组中的肿瘤体

积与空白对照组相比，均没有完全抑制肿瘤的生

长。如图3b所示，在1个月的治疗期中，各个治疗组
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的小鼠体质量也均没有发生明显降低。图3c为小鼠

主要脏器的HE染色图片，与对照组的图片相比，各

治疗组脏器的组织结构均没有发生明显变化，说明

NGO-RV对小鼠机体没有明显毒性。
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图1 NGO-RV合成与表征

Fig.1 Synthesis and characterization of NGO-RV
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c: Effect of NGO-RV on A549 cell viability d: Effect of NGO-RV on NCI-H358 cell viability

图2 NGO和NGO-RV对A549、NCI-H358细胞活性的影响

Fig.2 Effect of NGO and NGO-RV on A549 and NCI-H358 cell viability
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3 讨 论

GO 是石墨烯经过化学反应后得到的重要复合

物，其结构与石墨烯基本相同，只不过在石墨烯的表

面有一些含氧的官能团，这些官能团以环氧基、羟

基、羧基等官能团为主［15-16］。有研究认为，GO胶体在

水中能够具有良好分散性的原因是因为片层表面羧

基和类酚羟基的电离使片层带有负电荷，产生静电

排斥，从而在水中均匀分散［17］。

非共价修饰是通过一些弱相互作用力，如π-π相

互作用、离子键和氢键连接一些功能分子［18］。Hol-

landa等［19］利用聚乙酰亚胺对GO进行非共价修饰后，

石墨烯材料在生理盐水及细胞培养液等环境下均有

良好的稳定性，并能够有效地进行基因转染。黄毅

等［20］首先通过 π-π堆积力非共价吸附 1-芘甲基胺盐

酸盐，然后通过氢键作用力将 siRNA与1-芘甲基胺盐

酸盐上的氨基进行连接，这样使GO形成一个多功能

的复合体。近几年有研究表明，GO具有很好的载药

能力，并可通过非共价键作用吸附芳香药物、负载疏

水药物，对于水难溶性药物的剂型设计意义重大。

本研究中，我们制备纳米级别的GO颗粒并通过

π-π堆积力吸附了脂溶性抗癌药物RV，原子力显微镜

和纳米粒度分析仪均显示NGO-RV为100 nm左右的

纳米片层结构颗粒。在pH为弱酸性条件下，RV可以

缓慢从NGO表面释放出来，这个特性使得NGO-RV

可以很好地应用到肿瘤治疗中，因为肿瘤内部为弱

酸环境。体内体外肿瘤治疗实验表明，NGO-RV相比

单独的RV可以显著抑制细胞活性和肿瘤生长，可能

原因是 NGO-RV 进入肿瘤细胞中后，缓慢释放出

RV，从而使药物长时间作用细胞。

综上所述，本研究成功制备的NGO-RV，并通过

体内体外肺腺癌肿瘤治疗实验验证发现NGO-RV相

比RV具有更好的肿瘤治疗效果。
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